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RESUMEN

El conducto excretor de la glédndula de la cdpsula de Bolinus brandaris recorre la glandula
en toda su longitud y esta tapizado por un epitelio prismatico ciliado y con microvilli que lo
separa de los agregados glandulares adyacentes. Nicleo en posicidn basal, la heterocro-
matina se distribuye dispersa en el nucleoplasma, y en una banda periférica. El citoplasma
presenta abundante glucégeno y gran cantidad de formaciones vesiculo-membranosas; hay
un gran desarrollo del complejo de Golgi y lisosomas, asi como formaciones semejantes a
figuras mielinicas, de naturaleza glucidica. El reficulo endoplasmatico estd escasamente desa-
rrollado. La presencia de cilios, microvilli e invaginaciones de la membrana basal corres-
ponde a células con funcién de reabsorcién, transporte y difusién de compuestos, las vesi-
culas de secrecién suponen ademds una funcién secrefora. Se supone que estas células sin-
tetizarian materias primas procedentes de las células glandulares vecinas. Esta hipétesis se
basa no sélo en el gran desarrollo de los sistemas endomembranosos, sino también en la
presencia de vesiculas similares a las presentes en las células glandulares vecinas.

ABSTRACT

The excretory duct of the capsule gland of Bolinus brandaris runs along the gland and is co-
vered by a columnar epithelium with microvilli and cilia which separates it from the adjacent
gland complexes. Nucleus located in the base of the cell. Scattered drops of heterochroma-
tin could be seen in the nucleoplasm. An heterochromatin band was also found around the
periphery. The cytoplasm was homogeneously full of glycogen. Vesicle-membranous forma-
tions were well developed (especially, a Golgi body). Associated fo the latter were abundant
vesicles, lysosomes, and glucidic myelin-like bodies. The endoplasmic reticulum was not well
developed. The presence of cilia, microvilli and basal membrane invaginations is typical of
cells dedicated to transport, resorption and difussion; the highly-developed membranes also
suggest a secretion role. It is possible that material previously synthesized in neighbouring
gland cells could be transported for further elaboration in these cells. The presence of vesi-
cles similar to those found in neighbouring gland cells and the well- developed endomem-
branous structures support this hypothesis.
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INTRODUCCION

El aparato reproductor de los molus-
cos presenta diversos grados de comple-
jidad en base al tipo de fecundacién: si es
externa el sistema reproductor es muy
sencillo, si es interna es altamente com-
plejo (JONG-BRINK, BOER Y JOOSSE, 1983).
En los moluscos con fecundacién interna
se describen tres tipos de glandulas acce-
sorias: la glandula de la albimina, res-
ponsable de la formacién de las cubiertas
oocitarias; glandula ingestiva (recepta-
culo seminal), donde tiene lugar la
fecundacién y posterior degradacién de
los espermatozoides sobrantes o defec-
tuosos y la glandula de la capsula,
donde los huevos fecundados son empa-
quetados definitivamente para la puesta.
Estas tres glandulas estdn comunicadas
entre si y surcadas por un conducto (ovi-
ducto) que, partiendo del ovario las atra-
viesa. El conducto excretor de la glan-
dula de la capsula es por tanto una doble
via: de entrada de los espermatozoides,
y de salida de los huevos (FETTER, 1941;
HYMAN, 1967; GRASSE, 1968; OEHLMANN,
STROBEN Y FIORONI, 1988; SCHULTE-
OEHLMANN, FIORONI, OELMANN Y
STROBEN, 1994 y OEHLMANN, FIORONI,
STROBEN Y MARKERT, 1996).

Al ser interna la fecundacién de
Bolinus brandaris, estos tres tipos glandu-
lares se hallan presentes en su aparato
reproductor femenino. Los aspectos
estructurales y ultraestructurales del
conducto excretor de la glandula de la
capsula, son objeto del presente trabajo.

MATERIALES Y METODOS

Glandulas de la capsula de hembras
de Bolinus brandaris, procedentes de di-
versos puntos de la costa catalana,
(principalmente Sant Carles de la Ra-

pita, Tarragona), fueron extraidas y pro--

cesadas para su estudio en microscopia
6ptica y electrénica.

Para el estudio en microscopia
6ptica, glandulas enteras fueron fijadas
en formol 10%, e incluidas en parafina.
Cortes de 6 pm de grosor, fueron
tefiidos con las técnicas de.: hematoxi-
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lina-eosina, Mallory, y la técnica histo-
quimica del acido periédico de Schiff
(PAS) especifica para la deteccién de
carbohidratos.

Para la observacién en microscopia
electrénica, pequefias secciones de glan-
dulas(lmm de grosor), fueron procesa-
das con la técnica convencional de la
doble fijacién glutaraldehido 2,5%-para-
formaldehido 3,5% y tetréxido de osmio
al 2%, tamponados con tampén fosfato
(Sorensen). Tras una deshidratacién pro-
gresiva, fueron incluidas en resina Spurr.
Cortes semifinos (1 pm de grosor) a fin
de seleccionar el area donde realizar los
cortes ultrafinos (30 nm) se tifieron con
azul de metileno-bérax. Los cortes ultra-
finos fueron realizados con un ultrami-
créotomo Reichert-Omu provisto de
cuchilla de diamante. Tras ser recogidos
con rejillas de cobre, se procedi6 al doble
contrastado con acetato de uranilo y
citrato de plomo. En los casos que se
realiz6 la técnica citoquimica de Thieéry,
detectora de carbohidratos, las muestras .
fueron recogidas con rejillas de oro y no
contrastadas posteriormente. Las obser-
vaciones se realizaron con los microsco-
pios electrénicos Philips 301 y Hitachi
600, de los Servicios Cientifico-Técnicos
de la Universidad de Barcelona.

RESULTADOS Y DISCUSION

La glandula de la cépsula de Bolinus
brandaris, tal como esta descrito en otras
especies (HYMAN, 1967; GRASSE, 1968 Y
OEHLMANN ET AL.,1988) es la mayor de
las glandulas del tracto genital feme-
nino. Macroscépicamente, la glandula
de la capsula de Bolinus brandaris pre-
senta morfologia redondeada, alargan-
dose ligeramente en sus extremos. Exte-
riormente es de color blanco—ocre, y esta
dividida en dos lébulos, derecho e
izquierdo, semejante a las descripciones
de FETTER (1941) y OEHLMANN ET AL.,
1996. Muy desarrollada en la época de
madurez sexual (primavera principal-
mente), en épocas de reposo (resto del
afo), estd practicamente atrofiada.
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Figura 1. Deteccién de la glindula de la cdpsula a nivel de la luz (L) del conducto excretor. Puede
observarse cémo las células del epitelio ciliado (C) son invadidas por material baséfilo (Flecha) similar
al contenido en las gléndulas adyacentes. Hematoxilina- eosina. Figura 2. Zona colindante entre dos
4reas glandulares diferentes (G1 y G2): Mientras G1 es altamente eosinéfila, G2 presenta una clara
basofilia. Obsérvese como los epitelios ciliados correspondientes a estas dreas (C1 y C2), presentan
afinidades tintoriales diferentes entre sf, y similares a la de sus glindulas adyacentes. Hematoxilina-
eosina. Figura 3. Panordmica ultraestructural del epitelio ciliado del conducto excretor donde se apre-
cian los nicleos (N), los cilios (C) asi como multiples formaciones membranosas (asterisco) . En la
luz del conducto (L) pueden apreciarse vesiculas de diverso tamafio y electrodensidad (v).

Figure 1. The excretory duct of the capsule gland showing its lumen (L). Ciliate cells (C) are invaded by
basophilic material (arrow). See its similarity of this material with that inside of the neighbouring cells.
Hematoxilin-eosin. Figure 2. Detail of two different areas of glandular masses. While G1 has eosinophil
PH, G2 has intense basophilia. The ciliate epithelia next to these areas (C1 and C2) have varying stain-
ing properties. However, these properties are similar to those of their neighbouring glands. Hematoxilin-
eosin. Figure 3. Ultrastructural observation of the ciliated epithelium of the excretor duct. Observe nu-
clei (N), cilia (C) as well as several membranous formations (asterisk). Vesicles (v) of different size and
electrondensity appear in the lumen (L).

A microscopia 6ptica, y tal como se
observa en varias especies (HYMANN,
1967; GRASSE, 1968; SHULTE-OEHLMANN

surca a la glandula en toda su longitud
(Figs. 1, 2). Este conducto excretor esta
tapizado por un epitelio prismatico

ET AL., 1994; FETTER Y GRAHAM, 1994;
OEHLMANN ET AL., 1996) se observa que
ambos l6bulos estdn formados por masas
glandulares de diferente naturaleza, que
se ponen en evidencia por su diferente
afinidad tintorial, cuyo contenido es
excretado a un conducto irregular que

ciliado (75 pm de altura) y con microvilli
como se observa con el microscopio elec-
trénico (Figs. 3-5). La afinidad tintorial de
estas células es similar a la de las células
glandulares vecinas.

La imagen ultraestructural de este epi-
telio corresponde a la descrita en la
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Figuras 4-6. Zona apical del epitelio ciliado. Obsérvense los cilios (C) mostrando sus partes carac-
terfsticas: el axonema en secciones transversales (a), la zona de transicién (necklace) (T), el corpus-
culo basal (cb) y las raices ciliares préximas a mitocondrias (m). Asimismo pueden detectarse
microvilli (mi) y desmosomas (flecha). Véase la presencia de un cilio en forma de “discocilio” en la
Figura 6 (asterisco). Figura 7. Detalle de la parte basal celular. Puede observarse la limina basal
(LB) y las multiples invaginaciones de la membrana plasmdtica basal (asterisco).
Figures 4-6. View of the apical area of ciliate epithelia. The typical structure of cilia (C) is apparent, i.e.
transversal sections of the axoneme (a), the transition zone (necklace) (T), the basal body (cb) and the
rootlets besides mitochondria (m). Microvilli (mi) and desmosomes (arrow) are also apparent. Modified
cilia, i.e. disk-cilia, can be seen in Figure G (asterisk). Figure 7. View of a basal cell. The basal lamina
(LB) and the multiple invaginations of the basal membrane are visible (asterisk).

mayoria de oviductos, tanto de inverte-
brados como de vertebrados (FETTER, 1941;
SHULTE-OEHLMANN ET AL., 1994; OEHL-
MANN ET AL., 1996; PALMER Y GUILETTE,
1988 y HAGIWARA,1995) mostrando células
ciliadas, con niicleo basal, y granulos de
electrodensidad variable en su citoplasma
que también se detectan en la luz del con-
ducto (Fig. 3). A mayores aumentos, se
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observa, como se ha citado anteriormente,
la presencia de cilios y microvilli en su
cara apical (Figs. 4 y 5). Estos cilios tienen
un corpusculo basal de 0,2 pm, que se pro-
longa con la caracteristica raiz ciliar de
aspecto estriado (DENTLER, 1981; DUSTIN,
1984; DENTLER, 1990; AMOR, 1992 , 1996 ;
HAGIWARA, 1995) de 0,8 pm de longitud
y con una periodicidad de 8 nm. En
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Figura 8. Seccién longitudinal de la zona basal de una célula prismética. Se observa el nicleo (N)
la l4mina basal (LB), multiples repliegues de la membrana plasmdtica (asterisco) asi como lisoso-
mas (L) y diversos orgdnulos vesiculo-membranosos (v) dispersos por el citoplasma. Figura 9.
Seccién del nicleo rodeado de mitocondrias (m), grinulos de glucégeno (g) y vesiculas de diferen-
tes tamafios (v). Figuras 10, 11. Imdgenes de las diversas morfologfas adoptadas por el complejo de
Golgi (G) en sus proximidades al niicleo (N). Obsérvese asimismo la presencia se glucégeno (g),
mitocondrias (m) y vesiculas de diferentes tamafios (v).

Figure 8. Longitudinal section of the basal area of a prismatic cell. See the nucleus (N) and the basal la-
mina (LB) as well as invaginations in the basal plasma membrane (asterisk), lysosomes (L) and vesicle
membranous organelles (v) spread through the cytoplasm. Figure 9. Ultrastructure view of the nucleus
surrounded by mitochondria (m), glycogen granules (g) and different- size vesicles. Figures 10, 11. Di-
verse shapes adopted by the Golgi body (G) near the nucleus (N). Glycogen granules (g), mitochondria
(m) and different size vesicles (v) are also be seen.

sentido ascendente se observa el caracte- el tipo discocilia semejantes al gonoducto
ristico necklace o zona de transicién (AMOR, masculino de esta especie. (AMOR, 1992,
1996) que acaba en el cilio caracteristico. 1996). Aunque ha sido discutida la real
Enun 3% de cilios, aparecen dilataciones existencia de este tipo de cilios con anor-
en la parte apical del mismo configurando malidades morfoldgicas, actualmente esta
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ampliamente aceptada su existencia, sig-
nificando una facilitacién en la circulaciéon
de material denso (DURFORT, Bozzo,
POQUET, SAGRISTA, FERRER, GARCiA
VALERO, AMOR Y RiIBES, 1990; CAJARAVI-
LLE, MARIGOMEZ Y ANGULO, 1990, AMOR,
1992, 1996; HAGIWARA, OHWADA, AKOI
AND TANAKA, 2000; LUDIN Y SCHAUDER,
2001). En el caso presente, seria l6gica su
presencia ya que por este conducto han
de circular tanto las secreciones segrega-
das como los oocitos en todas sus fases.
Es frecuente la presencia de mitocondrias
junto a estas raices ciliares que, como ha
sido ya descrito, supone aporte energético
(DURFORT, AMOR, FERRER, GARCIA VALERO,
POQUET, RIBES Y SAGRISTA, 1988; DURFORT,
Bozzo, POQUET, SAGRISTA, FERRER,
GARCIA VALERO, AMOR Y RIBES, 1990 y
AMOR, 1992) (Figs. 4, 5). La longitud de
los cilios varia segtin el tramo del con-
ducto del que se trate. En el inicio del con-
ducto, es decir la parte préximal al ovario,
los cilios son mas cortos (12,5 pm) que en
la parte distal del mismo (20 pm), lo que
podria facilitar la evacuacién de los
huevos encapsulados.

La zona lateral de la membrana plas-
matica, en su parte mds cercana a la luz,
presenta las caracteristicas uniones celu-
lares, se trata de largos desmosomas en

banda, de hasta casi 3 pm de longitud
con la caracteristica morfologia de anillo
rodeando dos membranas contiguas
(Cvr1FEE, 2002) (Figs. 4, 5). No se encuen-
tran sin embargo adyacentes a uniones
septadas como se describe en otros
invertebrados (DUVERT, GROS Y SALAT,
1980; AMOR, 1992; KNOX Y BROWN, 2000)

La zona basal de la membrana plas-
matica, se apoya en la lamina basal, y
presenta multiples invaginaciones que
invaden gran parte del citoplasma (Fig.
7). Esta morfologia de invaginaciones
basales asociada a microvilli corres-
ponde a un patrén celular de un epitelio
de absorcién y difusién de productos,
citado por AMOR (1992) en el gonoducto
masculino de esta especie.

El niicleo se encuentra en la zona
basal de la célula. Presenta morfologia
oval-redondeada (6,2 pm) con un patrén
de heterocromatina dispuesto en grumos
dispersos por el nucleoplasma y una
banda de heterocromatina periférica
(Figs. 3, 8-11). Formaciones de tipo gol-
giano son frecuentes en sus proximida-
des (Figs. 10, 11). .

El resto del citoplasma se halla inva-
dido por granulos de glucégeno, distri-
buido de forma homogénea en el interior
celular, mitocondrias, algunas de las cua-

(P4gina derecha) Figuras 12-15. Diversas morfologfas del comportamiento del complejo de Golgi.
Figura 12. Dictiosomas (flechas) rodeados de pequefias vesiculas de secrecién (v), y otras de mayor
tamafio, que por su morfologfa podrian corresponder a mitocondrias degeneradas (asterisco).
Figuras 13, 14. Dictiosomas (flechas) con gran actividad secretora (v). En la Figura 13 se observa la
presencia de vesiculas similares a mitocondrias degeneradas (asterisco) y en la Figura 14, puede
observarse parcialmente una vesicula de alta electrodensidad (asterisco). Figura 15. Dos dictioso-
mas concéntricos (G) rodeados de pequefias vesiculas (v), otras medianas cargadas de material elec-
trodenso (+) y unas mayores (asterisco) de posible origen mitocondrial. Se observan asimismo gri-
nulos de glucégeno (g). Figura 16. En esta imagen se aprecia la presencia de un cuerpo multivesi-
cular (CM) y un lisosoma (L), rodeados de vesiculas (v) de variado tamafio. Figura 17. Cuerpo
residual (CR) muy frecuente en este tipo de células.

(Right page) Figures 12-15. Detail of different shapes of the Golgi body. Figure 12. Dyctiosomes
(arrows) surrounded by little secretion vesicles (v). Larger vesicles are also detected (asterisk). Their
morphology suggests they are degenerate mitochondria. Figures 13, 14. Dyctiosomes (arrows) with
intense secretory activity (v). Note the vesicle-like degenerate mitochondria (asterisk) in Figure 13. A
high electrondensity vesicle is partially visible in Figure 14 (asterisk). Figure 15. Concentric dyctiosomes
(G) surrounded by little vesicles (v). Also median vesicles containing electrondense material (+), large
vesicles possibly derived from degenerate mitochondria (asterisk) and glycogen granules are shown. Figure
16. Multivesicular body (CM) and lysosome (L) surrounded by different-size vesicles (v). Figure 17.
Residual body. Typical of this kind of cells.
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Figura 18. Formaciones membranosas similares a figuras mielinicas, tratadas con la técnica de
Thiery (asterisco), lo que confirma su naturaleza membranosa y no artefactual.
Figure 18. Thierys technique corroborates that myeline-like figures (asterisk) are membranes, not artifacts.

les parecen presentar pérdida progresiva
de crestas (Figs. 12, 15). El sistema mem-
branoso mas desarrollado es el complejo
de Golgi (Figs. 12-15). Este estd formado
por muiltiples dictiosomas de morfologia
muy variada, que se rodean de multiples
formaciones vesiculo-membranosas. Es
frecuente encontrar cuerpos multivesicu-
lares y lisosomas en diversas fases de
formacion (Figs. 16, 17), asi como forma-
ciones membranosas Thiéry positivas,
que recuerdan figuras mielinicas (Fig.
18). El hecho de ser Thiery positivas con-
firma su naturaleza glucidica descar-
tando que se trate de artefactos, hecho
que se da también en ciertas fases de la
formacién de las plaquetas vitelinas
(AMOR, RAMON Y DURFORT, 2001). Algu-
nas de estas vesiculas presentan material
de variable electrodensidad (Figs. 12,
14), que pueden visualizarse también
tanto en las células glandulares vecinas
como en la luz del conducto. Se observa
ademas la presencia de granulos muy se-
mejantes tanto por su afinidad tintorial
como por las reacciones histo-citoquimi-
cas a los granulos presentes tanto en la
luz del conducto como en las células
glandulares vecinas. Este hecho podria
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sugerir una actividad elaboradora por
parte de estas células, donde las materias -
primas (productos glandulares sintetiza-
dos en las glandulas vecinas) serian
transferidos a estas células que, me-
diante el complejo de Golgi los converti-
ria en granulos de secrecién. Estos gra-
nulos, serian incorporados a vesiculas de
origen golgiano y mitocondrias degene-
radas, a manera de las plaquetas viteli-
nas en los oocitos (AMOR ET AL., 2001). El
hecho del gran desfase entre el alto desa-
rrollo del complejo de Golgi y el escaso
desarrollo del reticulo endoplasmatico
parece apoyar esta hipétesis.

A diferencia de otros Gasteré6podos
(VERMEIRE Y HINCH, 1984), en este con-
ducto no se detectan células caliciformes.
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